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RESUMEN 
 
 
La crianza de camélidos sudamericanos es el principal recurso económico para las comunidades 
andinas, sin embargo su producción se ve afectada por los altos porcentajes de mortalidad causada por 
la neumonía. Pasteurella multocida es un agente bacteriano frecuentemente aislado a partir de 
pulmones de alpacas con procesos neumónicos, sin embargo, es poco lo que se conoce acerca de sus 
características genotípicas. Por ello, el objetivo de este estudio fue caracterizar molecularmente 24 
aislados de P. multocida provenientes de alpacas con neumonía, identificados por pruebas bioquímicas 
y mediante la prueba de PCR a travez de la amplificando del gen kmt1 presente solo en esta especie. 
Posteriormente se realizó la tipificación capsular mediante la técnica de PCR múltiple obteniéndose 
que todos los aislados pertenecen al tipo capsular A. La tipificación en base al antígeno LPS, el cual 
permite la clasificación de P. multocida en 16 serovares agrupados en 8 genotipos, resultó en que los 
aislados de este estudio pertenecieron al genotipo LPS L6, correspondiente a los serovares 10, 11, 12 
y 15. Además, se analizó la presencia de 4 genes codificantes de factores de virulencia (toxA, tbpA, 
pfhA y hgbB), detectándose en todos los aislados los genes toxA (100%) y tbpA (100%). Para evaluar 
la diversidad entre los aislados, se emplearon las técnicas BOX-PCR y ERIC-PCR, los cuales fueron 
analizados por el programa NTSYSpc 2.10 para el desarrollo de los dendogramas mostrando baja 
diversad entre los aislados de alpaca, corroborado por el agrupamiento de 23/24 aislados en un único 
cluster. Los resultados obtenidos indican que el 100% de los aislados de P. multocida de alpacas son 
del tipo capsular A, genotipo LPS L6 (serovar 10, 11, 12 y/o 15), presentan los genes toxA, tbpA y una 
homogeneidad genética en la mayoría de las cepas, dando una fuerte evidencia de una fuente común 
de infección y posterior diseminación clonal de la cepa patogena que afectó a los animales. La 
información genética obtenida acerca de P. multocida permitirá, además de un mayor conocimiento 
de este patógeno, la elaboración de estrategias de control y prevención de la neumonía en alpacas. 
Palabras clave: Pasteurella multocida, alpacas, neumonía, caracterización molecular  
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ABSTRACT 
 
 
South American Camelids production are the main economic resource for Andean communities, 
however, its production is affected by high rates of mortality due to pneumonia. Pasteurella multocida 
is a bacterial agent frequently isolated from lung tissue of alpaca pneumonic, however, little is known 
about their genotypic features. Therefore, the study aims to molecular characterize the 24 P. multocida 
isolates from pneumonic alpacas, first identified by biochemical tests and kmt1 gene PCR amplifying 
present only in this specie. Subsequently, capsular typing was performed using multiplex PCR, and 
Capsular type A was determined in all isolates. LPS characterization, which allows the classification 
in 16 serovars grouped in 8 genotypes, resulted in that all isolates belonging to LPS L6 genotype, 
corresponding to the serovars 10, 11, 12 and 15. Besides, four virulence factors codificant genes were 
evaluated (toxA, tbpA, pfhA y hgbB), and toxA (100%) and tbpA (100%) genes were detected in all 
isolates. To assess the genetic diversity among isolates, BOX-PCR and ERIC-PCR techniques were 
used, and electrophoretic profiles were analyzed by the NTSYSpc 2.10 software for development and 
visualization of dendrograms, resulting in low diversity among alpaca isolates, corroborated by the 
grouping of 23/24 isolates in a single cluster . The results indicate that the 100% of the isolates of P. 
multocida from alpacas belonging to the capsular type A, LPS L6 genotype (serovar 10, 11, 12 and/or 
15), were found the toxA and tbpA genes, and a genetic homogeneity in the isolates was observed, 
giving a strong evidence of a common source of bacterial infection, and subsequently clonal 
disemination in the susceptible animals  The genetic information obtain about of P. multocida allows, 
beside of a higher knowledge of the bacterial pathogen, strategies prevention developing, for the 
control and prevention of alpaca pneumonia. 
Keywords: Pasteurella multocida, alpacas, pneumonia, molecular characterization 
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I. INTRODUCCIÓN 
  
  
La producción de camélidos sudamericanos es la fuente económica más importante paras 
las comunidades andinas dedicados a su crianza, sin embargo la presentación de distintas 
enfermedades elevan el porcentaje de mortalidad (Ameghino y De Martini, 1991), siendo los 
procesos neumónicos uno de los principales causas de mortalidad en alpacas neonatas. 
Pasteurella multocida es el principal agente bacteriano involucrado en neumonías agudas (Cirilo, 
2008; Rosadio et al, 2011) y forma parte de la microbiota nasal residente de alpacas adultas 
(Rodríguez y Mimbela, 1981; Barsallo, 1985), sin embargo ante eventos de estrés potenciados 
por los factores ambientales como la época de lluvia (concordando con la época de parición) y 
helada (Ameghino y De Martini, 1991), este agente bacteriano se dirige hacia los pulmones, 
multiplicándose y colonizando los alveolos, afectando principalmente a los animales 
inmunocomprometidos, desarrollándose la enfermedad (Yates, 1982).  
Diversos estudios reportan a P. multocida como causante de cuadros neumónicos en 11 
de 26 alpacas diagnosticadas con neumonía (Ameghino y Calle, 1989; Ameghino, 1990). 
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Posteriormente, Guzmán (2011) a partir de crías de alpacas con signos de neumonía, aisló cepas 
de P. multocida en 33/57 pulmones. Este proceso neumónico generalmente es de origen 
multifactorial, debido a la presencia de agentes virales y bacterianos (Virus de Parainfluenza tipo 
3, Virus Respiratorio Sincitial bovino y Mannheimia haemolytica) detectados en pulmones 
neumónicos de alpacas, favoreciendo la proliferación bacteriana (Guzmán et al, 2013; Cirilo, 
2008; Rosadio et al, 2011).  
Esta bacteria está clasificada en 5 tipos capsulares o serogrupos (A, B, D, E y F) de 
acerudo a su composición capsular mediante la prueba de hemaglutinación indirecta (Carter, 
1952); y en 16 serovares o serotipos basados en la expresión de antígenos lipopolisacáridos (LPS) 
usando el método de precipitación en agar gel (Heddleston et al., 1972). Presenta también uan 
variedad de genes de virulencia distribuidas en 7 grupos citándose algunos de ellos: adhesinas 
(ptfA, pfhA, tadD), toxinas (toxA), superóxido dismusatasa (tbpA, sodC), sialidasas (nanB, nanH), 
protectinas (ompA, ompH), hialuronidasa (pmHAS) y los involucrados en la adquisición de hierro 
(exbB, tonB). Sin embargo, los procesos de tipificación mediante el uso de técnicas 
microbiológicas invierten una cantidada considerable de tiempo en ser realizadas, así como la 
serotipificación, por un limitado acceso a antisueros específicos. Por esta razón, una serie de 
métodos de tipificación genética se han desarrollado como un esfuerzo para permitir un mayor 
acceso a métodos de tipificación precisos y discriminatorios (Blackall y Miflin, 2000).  
Aunque la serotipificación de ambos antígenos capsulares y del LPS son muy útiles para 
la identificación de la bacteria, se ha visto limitada la información provista para estudios 
epidemiológicos para distinguir cepas del mismo serotipo (Amonsin et al., 2002). Por ello a través 
de otras técnicas moleculares de análisis de diversidad, como el PFGE, es posible identificar 
diferencias entre cepas aisladas de un brote con fines epidemiológicos, sin embargo esta técnica 
emplea equipos costosos, complejos y de mucho tiempo. Visto esto, distintos estudios han optado 
por utilizar la técnica de PCR basado en secuencias repetitivas (REP) debido a su rapidez y menor 
costo. 
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Por ello, el objetivo de este estudio fue caracterizar molecularmente aislados de P. 
multocida de alpacas con procesos neumónicos, obteniéndose mayor conocimiento de este 
patógeno y desarrollar estrategias de control y prevención.  
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II. REVISION BIBLIOGRÁFICA 
 
Las bacterias del género Pasteurellae son organismos inmóviles, gram negativas, 
cocobacilares de medidas de 0,3 a 1,0 um de ancho y 1,0-2,0 um de longitud. Pueden crecer bajo 
condiciones aeróbicas, microaerofílicas, y crecer óptimamente a 37°C. La mayoría de las especies 
en el género son oxidasa y catalasa positivo y pueden fermentar glucosa y otros azúcares con la 
producción de ácido pero no gas. Pueden ser cultivadas en medios ricos tales como infusión de 
corazón cerebro y medios conteniendo sangre de rumiantes, pero no en agar MacConkey o el 
medio de citrato de Simmons (Boyce et al., 2010) 
 
Esta bacteria es considerada parte de la microbiota nasal residente en muchas especies de 
vertebrados, pero también pueden ser patógenos primarios u oportunistas. Es causante de 
numerosas enfermedades de mucha importancia económica para la industria ganadera, avícola y 
porcina, incluyendo el cólera aviar (pasteurelosis aviar) en aves, la septicemia hemorrágica (SH) 
en ungulados, y rinitis atrófica (RA) en cerdos. Además es un patógeno importante en una amplia 
gama de infecciones zoonóticas en los seres humanos (Boyce et al., 2010).  
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2.1.CARACTERÍSTICAS DE Pasteurella multocida 
 
Trevisan (1887), propuso el nombre del género Pasteurella para describir las bacterias 
asociadas con el cólera aviar y septicemia hemorrágica del ganado (Mutters et al., 1985). 
Inicialmente se utilizaron una serie de diferentes nombres de especies, pero el nombre actual de 
P. multocida fue propuesto en 1938 para incluir "organismos típicos, productores de indol, 
septicemia hemorrágica no hemolítica" (Rosenbusch y Merchant., 1939). El género contiene 
actualmente 12 especies nombradas tal como figura en la lista de nombres bacterianos en la 
nomenclatura (www.bacterio.cict.fr/index.html). Sin embargo, el análisis filogenético basado en 
la hibridación de ADN-ADN (Mutters et al., 1985) y la similitud de los genes 16S rRNA y varios 
genes housekeeping (infB, rpoB, sodA y atpT) (Korczak y Kuhnert, 2008) sugieren fuertemente 
que sólo P. multocida, Pasteurella dagmatis, Pasteurella canis, y Pasteurella stomatis son 
miembros de Pasteurella sensu stricto. 
 
Pasteurella multocida se encuentra mayormente asociada a enfermedades de importancia 
económica, siendo P. multocida subsp. multocida la subespecie comúnmente identificada. Una 
gama de métodos serológicos y genéticos han sido desarrollados para la diferenciación de cepas, 
de los cuales dos métodos serológicos son utilizados mayormente para tipificar cepas de P. 
multocida (Boyce et al, 2010). El primer método, desarrollado por Carter (1952), es una prueba 
de hemaglutinación indirecta que utiliza eritrocitos sensibilizados con antígenos capsulares 
identificando los cinco serogrupos (A, B, D, E y F) basado principalmente en el polisacárido 
capsular. El segundo método serológico, desarrollado por Heddleston et al. (1972), es una prueba 
de precipitación en agar gel que reconoce los 16 serotipos basados en la expresión de antígenos 
lipopolisacaridos (LPS). Estudios estructurales han dilucidado que cada uno de los 16 serotipos 
de Heddleston expresan moléculas del LPS estructuralmente distintos (St. Michael et al., 2005a, 
2005b). 
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El sistema estándar para la serotipificación de P. multocida emplea ambas pruebas 
serológicas, el de tipo capsular seguido por el tipo de LPS (por ejemplo, una designación de A:1 
es de tipo capsular A, Heddleston LPS tipo 1). Aunque es el sistema estándar de serotipificación, 
los métodos requieren mucho tiempo y acceso a antisueros específicos. Por esta razón, una serie 
de métodos de tipificación genética se han desarrollado en un esfuerzo para permitir un mayor 
acceso a métodos de tipificación precisos y discriminatorios (Blackall y Miflin, 2000). Además 
los métodos de tipificación genética permiten una mayor discriminación en comparación a los 
métodos serológicos y también son útiles para diferenciar aislados específicos dentro y entre los 
brotes. 
 
Ensayos basados en la Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) han sido diseñados 
para distinguir cepas de P. multocida de otras especies bacterianas. En el estudio realizado por 
Townsend et al. (1998), diseñaron cebadores específicos para el gen kmt1, una esterasa/lipasa 
predicha capaces de identificar P. multocida. Por otro lado, también se diseñaron cebadores para 
diferenciar el serotipo capsular de P. multocida (A, B, D, E, y F) (Townsend et al., 2001) en base 
a las secuencias dentro de los locus biosintéticos capsulares, siendo una técnica rápida y altamente 
sensible (Davies et al., 2004).  
 
2.2. FACTORES DE VIRULENCIA  
2.2.1. Cápsula 
2.2.1.1.Estructura 
  
La mayoría de las cepas de P. multocida producen una cápsula de polisacárido en su 
superficie, con diferentes composiciones químicas que han sido identificadas. Cepas del tipo A 
expresan una cápsula de polisacárido compuesto principalmente de ácido hialurónico (Rosner et 
al., 1992). Cepas del tipo D expresan una cápsula de polisacárido compuesto de heparina 
(DeAngelis et al., 2002), mientras que cepas del tipo F expresan una cápsula compuesta de 
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condroitina (DeAngelis et al., 2002). Estos polisacáridos capsulares son todos 
glicosaminoglicanos (GAGs) que son idénticos en estructura primaria a los componentes de la 
matriz extracelular eucariota, aunque la heparina y la condroitina eucariota son sulfatados 
mientras que los polisacáridos capsulares bacterianos no lo son. En eucariotas, GAGs son 
componentes estructurales esenciales con un papel crítico en la adhesión célula-célula y en la 
regulación de la actividad de diversas proteínas (Boyce et al., 2010).  
    
La presencia de estas moléculas en el hospedero significa que no hay ningún, o muy 
limitado, reconocimiento de acogida de bacterias encapsuladas por estos polisacáridos. Este 
mimetismo molecular es fundamental para las bacterias para evitar la respuesta inmune del 
hospedero. La estructura química exacta de los polisacáridos expresado por cepas tipo B y E no 
han sido dilucidados, pero el tipo B está compuesta de manosa, arabinosa y galactosa (Boyce et 
al., 2010) 
 
2.2.1.2.Genética de la Biosíntesis Capsular  
 
Las secuencias de nucleótidos de los loci biosintéticos capsulares de P. multocida tipos 
A y B (Chung et al., 1998; Boyce et al., 2000) y las secuencias de los genes implicados en la 
biosíntesis del polisacárido serotipo-específico de los tipos D, E, y F fueron analizados (Townsend 
et al. 2001). La organización genética de cada locus muestra similitud al grupo II de los operones 
biosintéticos capsular en otras bacterias gram-negativas y los genes pueden ser agrupados en tres 
regiones. La Región 1 contiene genes predichos para codificar proteínas implicadas en la 
exportación del polisacárido a la superficie a través de un sistema de transporte de casete de unión-
ATP; los genes en la región 1 están muy conservados entre todos los cinco serotipos. Participación 
de hexA (serotipo A:1) y cexA (serotipo B:2) en el transporte del polisacárido a la superficie 
bacteriana se ha confirmado por mutagénesis (Boyce y Adler., 2000; Chung et al., 2001).  
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La Región 2 contiene genes predichos para codificar las proteínas implicadas en la síntesis 
de polisacáridos serotipo-específico. Cada una de las sintasas responsables de la polimerización 
del ácido hialurónico (PmHAS), heparina (PmHS1) y la condroitina (PMCs), polisacáridos 
expresados por los serotipos A, D, y F, respectivamente, han sido confirmados por mutagénesis 
y/o ensayos funcionales (DeAngelis et al., 1998; DeAngelis y Padgett - McCue 2000; Kane et al., 
2006). Estas sintasas son transferasas bifuncionales, capaces de adición tanto del ácido 
glucurónico y N - acetil glucosamina o N - acetil galactosamina a la molécula. Implicación del 
producto codificado por el gen bcbH que está involucrado en la síntesis del polisacárido de tipo 
B ha sido confirmada por mutagénesis (Boyce y Adler, 2001).  
 
La Región 3 contiene genes predichos de estar implicado en la lipidación y unión 
superficial de los polisacáridos; estos genes están muy conservados entre todos los cinco 
serotipos. El nivel de expresión de la cápsula es reducida en condiciones bajas de hierro libre y la 
presencia de ciertos antibióticos (Jacques et al., 1991, 1994; Melnikow et al., 2008). Análisis de 
una cepa sin cápsula indicó que había reducido altamente la transcripción a través del locus cap 
(Watt et al., 2003).  
 
Aunque este informe inicial no descartó la posibilidad de que la transcripción reducida se 
deba a mutaciones en las regiones promotoras de cap, recientemente se ha demostrado que la 
pérdida de la transcripción a través del locus cap en forma espontánea surgen mutantes sin cápsula 
similar, resultado de mutaciones en un activador transcripcional de transacción (Boyce et al., 
2010) 
 
2.2.1.3.Rol en la virulencia 
 
Diversos estudios demuestran una reducción en la virulencia en cepas sin cápsulas, o 
tratadas con enzimas degradantes de cápsula, además de utilizar mutantes acapsulares. Cepas 
mutantes acapsulares fueron construidos a partir de cepas A y B observándose una reducida 
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virulencia en pollos y ratones (Boyce y Adler., 2000, 2001; Chung et al., 2001). El mutante tipo 
A fue altamente susceptible a la muerte durante el crecimiento en el suero aviar con el 
complemento activo. Por otra parte, la cepa tipo salvaje fue capaz de crecer rápidamente in vivo 
en el músculo de pollo, mientras que el mutante sin cápsula fue rápidamente destruido (Chung et 
al., 2001) 
 
La cepa de tipo B acapsular fue de cuatro a seis veces más sensible a la captación por 
macrófagos in vitro y fue eliminado rápidamente de la sangre, hígado y el bazo de los ratones 
infectados. Por lo tanto, la presencia de la cápsula es una barrera fundamental que permite a las 
cepas de P. multocida evitar las defensas inmunitarias innatas del huésped (Boyce y Adler., 2000, 
2001) 
 
2.2.2. Lipopolisacárido (LPS) 
2.2.2.1.Estructura 
 
Los lipopolisacaridos (LPS) son parte de la estructura de la membrana externa de mucha 
importancia en las bacterias gram negativas.  Al análisis de la cepa VP161, serotipo A:1, su 
estructura LPS expresa cantidades iguales de dos glicoformas diferentes designados A y B. Estas 
glicoformas presentan la estructura de núcleo externo idénticos, sin embargo sus estructuras de 
núcleo interno son distintas (St Michael et al., 2005c). La expresión simultánea de dos estructuras 
distintas en el núcleo interno unido a una extensión oligosacárido conservada es inusual, siendo 
solamente observado en P. multocida y especies relacionadas a Mannheimia haemolytica. Es 
posible que la expresión simultánea de estos múltiples glicoformas de LPS confiere alguna ventaja 
en la supervivencia in vivo de P. multocida.  
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2.2.2.2.Papel de LPS en la virulencia 
 
Diversos estudios se han enfocado en la enfermedad del cólera aviar para conocer más 
acerca el rol del LPS en la patogénesis, utilizando la cepa virulenta P. multocida A:1 VP161. 
Realizando una reducción de la longitud del LPS implicó una reducción en la virulencia de esta 
enfermedad (Harper et al., 2004; Boyce et al., 2009). En otro estudio, se aisló el LPS de una cepa 
tipo B y fue administrada por vía endovenosa en un búfalo ocasionando los signos clínicos de la 
septicemia hemorrágica (Horadagoda et al., 2002), sin embargo el LPS de una cepa tipo A en 
pavipollo fueron resistentes a su efecto (Rhoades y Rimler 1987; Mendes et al., 1994). Por ello, 
las diferentes respuestas del huésped, las diferencias en la estructura LPS en diferentes serotipos 
pueden afectar a la intensidad de la respuesta inmune innata. 
 
2.2.3. Fimbrias y Adhesinas  
 
En el genoma de P. multocida hay genes (fimbrias tipo IV: ptfA, fimbria: fimA, pilina: 
flp, flp2, fibrilla de superficie: hsf-1 y hsf-2) que codifican proteínas similares y como tal han sido 
observadas en algunas cepas de P. multocida serotipo A, que fueron capaces de adherirse a la 
mucosa epitelial, pero no en la superficie de estas cepas. Fimbrias tipo IV (pili) asociados a la 
virulencia en otras bacterias, debido a su papel en la adhesión a la superficie de la célula 
hospedera, han sido aislados y caracterizados a partir de P. multocida tipos A, B y D (Ruffolo et 
al., 1997).  
 
El análisis del gen ptfA aislado y secuenciado, mostraron variación significativa entre las 
cepas (Doughty et al., 2000). Sin embargo, el papel de las estructuras fimbriales de P. multocida 
en la virulencia sigue siendo no probada (Harper et al., 2006).  Los genes pfhaB1 y pfhaB2 
(hemaglutinina filamentosa) presentan una similitud significativa con una clase de genes que 
codifican hemaglutininas filamentosas, los cuales en Bordetella pertussis tiene un rol importante 
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en la colonización del tracto respiratorio superior (Kimura et al., 1990; Mooi et al, 1992). La 
mutación de estos dos genes evidenció una reducida virulencia en ratones (Fuller et al., 2000), 
además una mutante pfhaB2 de una cepa aviar P1059, fue inoculada intranasalmente siendo 
altamente atenuada; sin embargo cuando se administró vía endovenosa, solo fue una moderada 
atenuación sugiriendo que tiene un rol importante en la colonización inicial (Tatum et al., 2005). 
 
 
2.2.4. Toxinas 
 
La toxina dermonecrótica (PMT) es la única toxina identificada en P. multocida causante 
de las lesiones de la rinitis atrófica en cerdos (Foged et al, 1987; Rimler y Rhoades, 1989), 
observándose la resorción ósea debido a la proliferación incontrolada de los osteoclastos, 
inhibiéndose los osteoblastos (Sterner-Kock et al., 1995; Mullan y Lax, 1998). Al igual que las 
toxinas del cólera y la tos ferina, PMT activa las células dendríticas a madurar las células, pero, a 
diferencia de las otras toxinas, es un pobre adyuvante y parece suprimir la respuesta de 
anticuerpos (Bagley et al., 2005). Se ha propuesto que PMT bloquea la quimiotaxis (la migración 
de las células dendríticas hacia los nódulos linfáticos regionales) y podrían, por lo tanto, en una 
infección natural, limitar el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa (Blocker et al., 2006). 
 
2.2.5. Proteínas de adquisición de hierro y reguladas por hierro 
 
El hierro es importante para la sobrevivencia de las bacterias, y el análisis del genoma de 
la cepa PM70 de P. multocida reveló que codifica 53 proteínas similares a las implicadas en la 
adquisición o consumo de hierro (May et al., 2001).  Se sometieron cultivos de P. multocida en 
distintas concentraciones de hierro demostrando la presencia de proteínas reguladas por los 
niveles de hierro, denominándolas proteínas de membrana externa reguladas por hierro (IROMPs) 
(Snipes et al, 1988; Choi-Kim et al, 1991). Cepas de P. multocida incubadas en condiciones 
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limitadas de hierro indujeron una respuesta inmune más fuerte en ratones en comparación a cepas 
cultivadas en condiciones normales de hierro (Kennett et al., 1993) concluyéndose que los 
IROMPs podrían desempeñar un rol significativo en la inmunidad (Glisson et al, 1993; Ruffolo 
et al, 1998).  
 
Hay dos receptores de transferrina (TbpA y TbpB) para la unión a hierro (Gray-Owen y 
Schryvers, 1996), sin embargo en un estudio identificaron solo el TbpA en bovinos (Ogunnariwo 
y Schryvers, 2001), en contraste, este receptor puede no estar presente en todas las cepas de P. 
multocida ya que en un estudio detectaron el gen tbpA en algunos aislados clínicos de bovino y 
ovino (Ewers et al., 2006). Debido a las diferentes proteínas involucradas en la adquisición de 
hierro (ExbB, ExbD, Tonb, HgbA) se cree que tiene un papel importante en la enfermedad (Fuller 
et al., 2000; Bosch et al., 2002a). ExbB, ExbD y TonB son parte del complejo de transporte TonB, 
necesaria para transportar y suministrar energía para el secuestro de hierro y HgbA se prevé que 
sea una proteína de unión de hemoglobina necesario para la adquisición de hierro de proteínas del 
huésped (Bosch et al., 2002b). 
 
2.2.6. Metabolismo de ácido siálico 
 
P. multocida produce sialidasas, presentes también en otras bacterias cuya función es 
eliminar el ácido sálico de las proteínas glicosiladas y lípidos de la célula huésped como fuente 
de carbono, pudiendo mejorar la virulencia bacteriana por desenmascarar los receptores clave del 
hospedero y/o reducir la efectividad de las defensas del huésped tales como mucina (Scharmann 
et al, 1970; Drzeniek et al, 1972; White et al, 1995). Después del desafío transtorácica con P. 
multocida o M. haemolytica en cabras, se produjeron sialidasas bacterianas (Straus y Purdy, 1994; 
Straus et al., 1996).  
 
Dos sialidasas, NanH (proteina asociada a membrana externa) y NanB (proteína de 
autotransporte), han sido clonados y caracterizados a partir de un aislado de P. multocida de cólera 
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aviar (Mizan et al., 2000). Estas sialidasas difieren en su especificidad, proponiéndose que 
mejoraría la capacidad metabólica de P. multocida en el huésped (Mizan et al., 2000). Además, 
cada vez hay más pruebas que sugieren que P. multocida es capaz de captar ácido siálico desde 
el ambiente tanto para la sialilación de los componentes celulares, siendo esencial para la 
virulencia en ratones y utilizarlos como nutrientes a través de una vía catabólica (Steenbergen et 
al., 2005). 
 
2.2.7. Hialuronidasa 
 
La hialuronidasa está presente en la mayoría de las cepas de tipo B, causantes de la 
septicemia hemorrágica en bovinos aunque su función en la patogénesis aún no ha sido 
determinada. En un estudio analizaron 74 cepas de P. multocida de distintos serogrupos, que 
detectándose solo en aislados del tipo B de casos de septicemia hemorrágica poseían la 
hialurodinasa (Carter y Chengappa, 1980). Además en otro estudio de 176 cepas, obtuvieron los 
mismos resultados del estudio mencionado anteriormente, aunque más específico al serotipo B:2 
(Rimler y Rhoades, 1994). 
 
2.2.8. Proteínas de membrana externa 
 
Investigaciones iniciales reportaron la presencia de una proteína en la membrana externa 
de P. multocida de 37kDa, como posible inmunógeno protectivo (Lu et al., 1988). Los anticuerpos 
producidos contra la proteína de 37kDa fueron capaces de proteger pasivamente conejos y ratones 
(Lu et al., 1991). Otra proteína de 39kDa fue identificada en la cepa P. multocida A:3 P1059 y 
los anticuerpos producidos evitaron la adhesión de P. multocida en fibroblastos embrionales de 
pollo (Borrathybay et al., 2003; Al-Haj Ali et al., 2004; Ali et al., 2004a,b). Una proteína también 
de 39kDa fue identificada como PlpB (lipoproteína B de Pasteurella) capaz de estimular 
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protección cruzada de serotipo (Rimler, 2001; Tabatabai y Zehr, 2004) y quizás sea una proteína 
de transporte ABC requerido para la captación de metionina en la célula (Merlin et al., 2002). 
 
Otra proteína principal de P. multocida es la OmpH confiriendo protección contra la 
enfermedad en ratones desafiados (Marandi y Mittal, 1997) y en aves vacunadas con cepa nativa 
(Luo et al., 1997). Entre las proteínas con función de posibles adhesinas son OmpA, Oma87, 
Pm1069 y las proteínas relacionadas a hierro, Tbp (proteína de unión a transferrina) y el receptor 
TonB-HgbA (Dabo et al., 2005). La OmpA parece tener un papel más directo con la adhesión ya 
que proteínas homologas a esta en E. coli y otras bacterias son adhesinas importantes (Dabo et 
al., 2003). 
 
 
2.3.LAS INTERACCIONES ENTRE LAS BACTERIAS Y LAS DEFENSAS DEL 
HUÉSPED 
 
P. multocida se encuentra en la orofaringe de animales sanos al parecer por largos 
periodos (De Alwis et al., 1990; Muhairwa et al., 2000), sin embargo no se conoce aún a detalle 
cómo puede llegar a invadir y colonizar el pulmón u otro tejido. Cuando es inoculada en la 
tráquea, fácilmente coloniza el tracto respiratorio inferior pasando rápidamente al sistema 
vascular (Wilkie et al., 2000).  
 
En el caso de mamíferos se requiere de factores predisponentes, como una infección 
previa por virus (ganado) o por Mycoplasma (cerdos) o por estrés. La mayoría de cepas de P. 
multocida son comensales sin embargo al parecer cualquier cepa tiene la capacidad de causar 
enfermedad como la neumonía (Cameron et al., 1996). En la infección en aves, puede localizarse 
temporalmente en órganos tales como el hígado y el bazo (pájaros) donde podría ingresar a la 
sangre.  La cápsula bacteriana y el LPS juegan un papel crítico en P. multocida por que confiere 
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resistencia a diferentes componentes del sistema inmune innato del hospedero (Boyce y Adler, 
2000; Chung et al., 2001; Harper et al., 2004).  
 
Las enfermedades son referidas como “septicemias” en el cólera aviar y septicemia 
hemorrágica, sin embargo la multiplicación de este agente en sangre in vivo aún no ha sido 
determinado.  Las bacterias en sangre pueden estar en pocas cantidades mientras que en tejidos 
como el hígado en el cólera aviar pueden multiplicarse rápidamente (Pabs-Garnon y Soltys, 1971). 
Así que, la bacteriemia observada posiblemente sea debido a efectos de la multiplicación en 
tejidos como el hígado (cólera aviar) o tejido peritonsilar (septicemia hemorrágica) (Pabs-Garnon 
y Soltys, 1971., De Alwis et al., 1990). Las lesiones observadas son petequias sobre la serosa y 
superficies epicárdicas. Tal vez, las lesiones y signos clínicos podrían ser causados por el LPS 
(Horadagoda et al., 2002), aunque su rol al inicio de la enfermedad aún es desconocido (Harper 
et al., 2007a 2007b; Boyce et al., 2009).  
 
En otro estudio se evaluaron dos cepas de P. multocida, una virulenta (VP161) y otra no 
virulenta (VP17), los cuales hubo diferencia en los perfiles de citoquina en pollo. Aun no se 
conoce bien que factores pudieron influir en las distintas respuestas, sin embargo se detectó que 
la cepa VP17 expresa LPS atípicos y tiene una mutación en el gen hptE (heptosiltransferasa). En 
la cepa VP161, el gen hptE es importante para la expresión de las glicoformas LPS A y B, pero 
no para la C (Boyce et al., 2009), siendo objetivo de varios estudios en la actualidad.  
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2.4. PCR PALINDRÓMICA EXTRAGÉNICA REPETITIVA (REP-PCR) 
 
El genoma microbiano presenta secuencias de ADN repetitivas, representando hasta el 
5% del genoma (Ussery et al., 2004), siendo muchos de estos elementos de función desconocida, 
localizándose en ambas regiones (intergénicas y extragénicas). Diversos estudios sugieren que 
algunos de estos elementos repetitivos podrían estar involucrados en la síntesis o catabolismo de 
ARN y ADN (Tobes y Ramos, 2005) o ser mediadores de la evolución del genoma (Schmidt y 
Anderson, 2006). Estos elementos repetitivos son típicamente compuestos de la duplicación de 
genes, tales como los rRNA y tRNA de codificación, elementos de secuencia de inserción, 
transposones, polinucleótidos cortos repetidos, elementos repetitivos de mosaico y otras 
secuencias repetitivas o palindrómicos (Sadowsky y Hur, 1998; Versalovic y Lupski, 1998).  
 
El tamaño de los elementos repetitivos intercalados varía de 15pb a cientos de pares de 
bases de longitud (Versalovic y Lupski, 1998). Como se mencionó anteriormente, muchas 
especies bacterianas presentan numerosas secuencias repetitivas (Ussery et al, 2004., Tobes y 
Ramos, 2005), algunos pueden presentar elementos repetitivos localizándose en un grupo 
limitado de bacterias, otras presentan las secuencias de ADN palindrómica extragénica repetitivo 
(REP) detectándose en muchas especies bacterianas filogenéticamente relacionadas (Sadowsky y 
Hur, 1998; Versalovic y Lupski, 1998; Tobes y Ramos, 2005). Dado que cada cepa tiene 
secuencias repetitivas en su genoma, la técnica de PCR genera amplicones de distintos tamaños 
en proporción directa a la distancia genómica entre los sitios de unión de elementos repetitivos 
adyacentes (Ishii y Sadowsky, 2009). La distribución de los amplicones genera una huella digital 
de ADN genómico para cada cepa bacteriana (Rademaker et al., 2008). 
 
La técnica es denominada PCR basada en secuencias repetitivas (Versalovic et al., 1991) 
o PCR palindrómica extragénica repetitiva (rep-PCR). Esta técnica es muy útil para identificar, 
rastrear y analizar diversidad en microorganismos, además de ser una técnica simple y rápida a 
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comparación de otros métodos con el mismo fin, por ejemplo, electroforesis en gel de campo 
pulsado (PFGE) (Sadowsky y Hur, 1998; Versalovic et al., 1998; Rademaker et al., 2008). En 
contraste, hibridaciones ADN:ADN, secuenciación de genes 16S rRNA o  ribotipificación son 
más útiles que rep-PCR para distinguir las bacterias a nivel genérico o especie. La mayoría de 
estudios de rep-PCR han usado poli-trinucleotidos cortos, tales como (GTG)5, 35-40 pb 
secuencias REP, 124-127 pb secuencias consenso intergénica repetitivo de enterobacterias 
(ERIC), o de 154 pb elemento BOX como sitios claves para la PCR (Versalovic et al., 1991, 1994; 
Rademaker et al, 2008).  
 
En un estudio realizado por Hahm et al (2003) compararon las técnicas rep-PCR, PCR 
múltiple, PFGE, ribotipificación y AFLP para caracterizar cepas de Escherichia coli y 
concluyeron que rep-PCR y PFGE fueron los métodos de toma de huellas digitales de ADN más 
discriminativos (Ishii y Sadowsky, 2009). Así mismo, en otro estudio, reportaron que las técnicas 
rep-PCR, PFGE y tipificación de secuencia multilocus (MLST) tenían mayor poder discriminante 
que perfiles de plásmido y la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos cuando subtipificaron 
cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium obtenidos de diversos animales (Foley et al., 
2006). 
 
2.4.1. Aplicaciones en la microbiología  
 
Rep-PCR es una técnica utilizada ampliamente para estudios de epidemiología molecular, 
simbiontes de plantas, asociaciones entre cepas microbianas particulares o patovares de 
enfermedades específicas de humano, animal o plantas y un gran número de otros 
microorganismos ambiental y médicamente relevantes (Sadowsky y Hur, 1998; Versalovic et al., 
1998; Frye y Healy, 2006; Rademaker et al, 2008). En la contaminación ambiental por E. coli, 
generalmente la fuente no se conoce (Ishii y Sadowsky, 2008), sin embargo la técnica rep-PCR 
ha sido utilizado en busca de diferenciar entre E. coli genéticamente casi idénticos, pero 
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ecotípicamente distintas procedentes de diversas fuentes de hospedero (Dombek et al., 2000; 
Johnson et al., 2004).  
 
También ha sido empleado para analizar la diversidad genética entre bacterias fijadoras 
de nitrógeno (Sadowsky y Hur, 1998), y en la filogenia de cepas de Nitrobacter aisladas de 
diferentes orígenes geográficamente y ecofisiológicamente distintos (Vanparys et al., 2007). 
Además, es posible distinguir entre patógenos de plantas estrechamente relacionadas (Sadowsky 
et al., 1996). 
 
Aunque la técnica de rep-PCR, se ha utilizado generalmente para genotipado y 
seguimiento, también tiene otros usos. Por ejemplo, rep-PCR se ha utilizado para generar sondas 
de DNA específicas de cepa y especie por rep-PCR en Campylobacter (Giesendorf et al., 1993), 
Helicobacter (Kwon et al., 1998) y Burkholderia (Matheson et al., 1997). En estos casos, las 
bandas de ADN específicas para especies o cepas de interés, fueron aislados directamente a partir 
de geles (Giesendorf et al., 1993; Kwon et al, 1998) o por clonación de los productos de rep-PCR 
(Matheson et al, 1997). Después de las pruebas de especificidad, estos fragmentos pueden ser 
útiles como sondas de hibridación para la detección de especies o cepas bacterianas en muestras 
ambientales específicas. 
 
2.5. Pasteurella multocida EN RUMIANTES Y ALPACAS  
 
Los camélidos sudamericanos son el principal recurso económico de las comunidades 
andinas sin embargo la producción se ve afectada por la elevada mortalidad en alpacas neonatales 
(Ameghino y De Martini, 1991) especialmente causado por procesos neumónicos, donde 
Pasteurella multocida es el principal agente involucrado en neumonías agudas (Cirilo, 2008; 
Rosadio et al, 2011). P. multocida se encuentra en la flora nasal de las alpacas adultas (Rodríguez 
y Mimbela, 1981; Barsallo, 1985), pero ante eventos de estrés potenciados por los factores 
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ambientales como la época lluvia (concordante a la época de parición) y helada (donde se reporta 
las temperaturas mas bajas) (Ameghino y De Martini, 1991), este agente bacteriano se dirige hacia 
los pulmones, depositándose en los alveolos, afectando principalmente a los animales 
inmunocomprometidos, desarrollándose la enfermedad (Yates, 1982).  
Investigaciones iniciales reportan a P. multocida causante de cuadros neumónicos en 
42.3% (11/26) en alpacas diagnosticadas con neumonía (Ameghino y Calle, 1989; Ameghino, 
1990). Posteriormente, Guzmán (2011) a partir de crías de alpacas con signos neumónicos 
muestreados en las épocas de lluvia y helada, el 58% (33/57) de animales presentaron cepas de P. 
multocida en pulmones  de crías y tuis. Así mismo se reporta el aislamiento de este agente en 
45.8% (11/24) en la época de parición y en 56% (15/27) en la época de esquila, en pulmones 
neumónicos de crías de alpacas (Cirilo et al., 2012; Guzmán et al., 2013). En otro estudio 
realizado en CIICAS – La Raya y Maranganí se encontró 60% (18/30) de frecuencia de 
aislamiento de P. multocida a partir de alpacas muertas por neumonía (León, 2012). Se considera 
que este proceso generalmente es de origen multifactorial, dada la presencia de agentes virales y 
bacterianos, como el virus de Parainfluenza tipo 3, Virus Respiratorio Sincitial bovino y 
Mannheimia haemolytica detectados en pulmones neumónicos de alpacas, favoreciendo la 
proliferación bacteriana (Cirilo, 2008; Rosadio et al., 2011; Guzmán et al., 2013). 
 Esta bacteria está clasificada en 5 tipos capsulares o serogrupos (A, B, D, E y F) según 
su composición capsular mediante la prueba de hemaglutinación indirecta (Carter, 1952); y en 16 
serotipos basados en la expresión de antígenos lipopolisacáridos (LPS) usando el método 
precipitación en agar gel (Heddleston et al., 1972), y presenta también genes de virulencia 
distribuidas en 7 grupos citándose algunos de ellos: adhesinas (ptfA, pfhA, tadD), toxinas (toxA), 
superóxido dismusatasa (tbpA, sodC), sialidasas (nanB, nanH), protectinas (ompA, ompH), 
hialuronidasa (pmHAS) y los involucrados en la adquisición de hierro (exbB, tonB). Sin embargo 
dichos procesos mediante técnicas microbiológicas es prolongado, así como la serotipificación, 
donde ambas técnicas requieren mucho tiempo y acceso a antisueros específicos. Por esta razón, 
una serie de métodos de tipificación genética se han desarrollado en un esfuerzo para permitir un 
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mayor acceso a métodos de tipificación precisos y discriminatorios (Blackall y Miflin, 2000). Así, 
en el estudio realizado por Townsend et al. (2001) desarrollaron el sistema de tipificación capsular 
mediante el PCR múltiple, así como también fue realizado para el LPS por Harper et al (2015), 
permitiendo una rápida y efectiva identificación del serogrupo, serotipo, y la identificación de los 
principales factores de virulencia de P. multocida (Ewers et al., 2006). 
La cápsula es un factor de virulencia determinante para la sobrevivencia en el hospedero 
(Boyce y Adler, 2000). Cada tipo capsular o serogrupo se asocia a una enfermedad y especie 
animal en particular: el serogrupo A se asocia con el Cólera aviar (Christensen y Bisgaard, 1997) 
y las enfermedades respiratorias del bovino como la Fiebre del embarque y la Neumonía enzoótica 
en terneros menores de 6 meses de edad (Frank, 1989); los serogrupos E y B se asocian con la 
Septicemia hemorrágica del ganado bovino y porcino (Carter y Alwis, 1989; De Alwis, 1992); y 
la enfermedad de la Rinitis atrófica del cerdo se asocia al serotipo D (Bethe et al., 2009). El LPS 
es un antígeno inmunodominante para protección homologa estimulada por vacunas bacterianas 
(Carter y Annau, 1953), además en el análisis de la cepa P. multocida VP161, la molécula LPS 
fue esencial por su habilidad de causar enfermedad aguda (Boyce et al., 2000; DeAngelis et al., 
2002).  
Diversos estudios han determinado la asociación de ciertos tipos capsulares con la 
presencia de factores de virulencia (Katsuda et al., 2013; Khamesipour et al., 2014). En un 
estudio,  comparando las cepas aisladas de bovinos aparentemente sanos (tracto respiratorio 
superior) y enfermos (pulmones con procesos neumónicos), obtuvieron como resultado que los 
genes de virulencia tbpA (proteína de unión a transferrina A) , pfhA (hemaglutinina filamentosa), 
y pmHAS (hialuronano sintasa) fueron asociados al tipo capsular A y pfhA, tbpA y hgbB (proteína 
de unión a hemoglobina) a la presencia de la enfermedad, donde estos genes de virulencia fueron 
considerados como marcadores epidemiológicos y se cree que tienen una fuerte asociación 
positiva con los brotes de la enfermedad en bovinos (Katsuda et al., 2013).  
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Siguiendo con el mismo modelo de estudio, 30 cepas de P. multocida fueron analizadas 
para el tipo capsular y sus genes de virulencia. En animales sanos se aislaron 5 cepas de tipo 
capsular A y a partir de animales enfermos 18 cepas del tipo capsular A, 5 del tipo capsular D y 
2 no tipificables. Al análisis de los genes de virulencia dentro del grupo de los enfermos (tbpA, 
ptfA, hgbB, hgbA, ompA, ompH) fueron detectados con mayor frecuencia (72-100%) y en menor 
frecuencia los genes toxA (13%), pmHAS (40%), tadD  (48%), no detectándose los genes toxA, 
pmHAS  en el grupo de los sanos. Además que los genes pmHAS, tbpA y hgbB fueron detectados 
en mayor frecuencia en el serotipo A y la toxA fue únicamente detectada en ese serotipo 
(Khamesipour et al., 2014). 
 En otro estudio, de un total de 141 cepas de P. multocida aisladas a partir de bovinos con 
neumonía, 126 fueron del serogrupo A, 12 del serogrupo D y 3 del serogrupo B, detectándose los 
genes de virulencia pfhA, ptfA, nanB, tadD en más del 81% de los aislados (Jamali et al., 2014). 
Así mismo, un estudio realizado a partir de aislados de P. multocida de chivos (n=21) y ovejas 
(n=67) con procesos neumónicos, 59 fueron del tipo capsular A, 12 del tipo capsular B, 6 para 
cada tipo capsular D y F, 5 no tipificables,  encontrándose el gen tbpA (80%), hgbB (67%), pfhA 
(95%) y la toxA (48%), siendo este último gen de virulencia, detectado en mayor frecuencia en 
las cepas del tipo capsular A, y en menor frecuencia en los serogrupos mencionados anteriormente 
(Sarangi et al., 2015). En ovinos sacrificados en mataderos de España, reveló sólo serogrupos A 
y D de P. multocida, en su mayoría toxigénicos (portadores de toxA), asociadas a lesiones 
neumónicas en ovinos destinados para consumo. También se encontraron frecuencias de toxA, 
pfhA y tbpA de 75,9%, 9,2%, 97,7% respectivamente (Pinto, 2011). Narayan et al. (2014) 
detectaron en bovinos frecuencias de toxA (0%), pfhA (94,4%), tbpA (100%) siendo similar a los 
resultados obtenido por Verma et al (2013).  
Aunque la serotipificación de ambos antígenos capsulares y del LPS son muy útiles para 
la identificación de la bacteria, se ha visto limitada la información provista para estudios 
epidemiológicos para distinguir entre diferentes cepas del mismo serotipo (Amonsin et al., 2002). 
En un estudio a partir de bovinos de una granja que murieron por neumonía, los aislados de P. 
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multocida mostraron una significante diversidad entre cepas quizás debido a la introducción de 
animales, variación genética, vacunación, etc; sin embargo esta diversidad fue difícil de 
interpretar porque todos las cepas fueron aisladas de un mismo brote (Taylor et al., 2010). En otro 
estudio, se describe en cepas de P. multocida aisladas en Gran Bretaña y Estados Unidos, una 
correlación entre diferencias en el perfil genético por PFGE y grado de patogenicidad, siendo 
destacado la importancia del análisis de diversidad entre cepas no apenas para una determinación 
rápida de perfil patogénico, también para el desarrollo de vacunas (Dagleish et al., 2016). A pesar 
de que la técnica molecular “Gold Estándar” para la evaluación de la diversidad genética es la 
PFGE (Electroforesis en gel de Campo Pulsado) por su alto poder discriminatorio (Foxman et al., 
2005), esta técnica requiere de equipos costosos y muy complejos. 
Visto esto, distintos estudios han empezado a emplear la técnica de PCR basado en 
secuencias repetitivas (REP) debido a su rapidez y menor costo. La técnica REP-PCR fue utilizada 
para caracterizar 38 aislados de P. multocida. El alto grado de homogeneidad observado entre las 
cepas del serotipo B y E de casos de septicemia hemorrágica (SH) proporcionó evidencia de un 
perfil asociado a la enfermedad que puede servir como un nuevo método para la identificación de 
cepas de SH independientemente del serotipo (Townsend et al., 1997). En otro estudio, 67 
aislados de P. multocida de distintas especies y regiones geográficas entre animales salvajes y 
domésticos con la técnica REP-PCR, se obtuvieron 23 perfiles distintos agrupados en 8 clusters, 
y no hubo especificidad entre hospedero, tipo, región o patogenicidad. Los perfiles rep-PCR de 
los aislados obtenidos de animales salvajes y domésticos fueron muy similares, e incluso dos 
bandas estuvieron presentes en todos los aislados a pesar de ser de distinto serotipo (Saxena et 
al., 2006). En otro estudio realizado en cerdos, se aislaron 17 cepas de P. multocida de 36 
hisopados tonsilares, en el Sur de Vietnam, y se obtuvo 9 perfiles distintos REP y se observó 
cierta correlación con los aislados de P. multocida de un brote previo de Australia en cerdos y en 
Vietnam en patos (Townsend et al., 2000).  
Dada la amplia clasificación de P. multocida, el presente estudio tuvo como objetivo 
emplear la técnica de PCR para la identificación, tipificación, detección de genes de virulencia 
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así como evaluar la diversidad a partir de cepas de P. multocida aisladas de pulmones con signos 
de neumonía de crías de alpacas. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
3.1.LUGAR DEL ESTUDIO  
 
Los 24 aislados de P. multocida provinieron de alpacas del centro experimental La Raya 
– Universidad del Altiplano (UNA) del departamento de Puno en el año 2014, durante los meses 
de Enero a Febrero, que concuerda con la época de lluvias. El procesamiento y análisis de los 
aislados se realizaron en las instalaciones de la Unidad de Biología y Genética Molecular de la 
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se 
emplearon dos cepas P. multocida de ovino como referencia donado por la Universidad 
Complutense de Madrid (España). 
 
3.2. ANTECEDENTES DE LOS AISLADOS Pasteurella multocida 
 
Los aislados provinieron de un grupo de 46 animales de tres puntas distintas: 1 punta de 
Suri (n=14) y 2 puntas de Huacayas (n=32), de los cuales solo 24 fueron positivos a Pasteurella 
multocida (6 suris y 18 huacayas). Las edades oscilaron entre 1 a 2 meses de edad. Todo animal 
que fallecía, eran trasladados a la sala de necropsia del Centro experimental La Raya-UNA, 
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consultándose al pastor encargado de la punta, que observaba días anteriores o en el momento del 
fallecimiento. Los signos clínicos considerados para neumonía fueron los siguientes: depresión, 
anorexia, secreción o no en la nariz, respiración superficial. A la necropsia, las lesiones 
macroscópicas como congestión pulmonar y bronconeumonía fueron las lesiones observadas 
mayormente. 
 
3.3. TOMA DE MUESTRA 
 
Las muestras de pulmón con lesiones fueron cultivadas en agar sangre incubadas a 37ºC 
por 24 horas en el laboratorio del Centro experimental La Raya – UNA, seleccionándose colonias 
de color grisáceo, no hemolíticas de aspecto mucoso, sospechosas de ser P. multocida (Koneman, 
1992; Carter, 1989), conservándose en caldo BHI (Merck, Brain Heart Infusion) y en glicerol al 
20%, para su traslado y procesamiento en la Unidad de Biología y Genética Molecular de la 
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.  
 
3.4.REACTIVACIÓN E IDENTIFICACIÓN BIOQUÍMICA  
 
Los aislados congelados fueron reactivados en agar sangre por 24 horas a 37°C en 
condiciones de aerobiosis. Posteriormente se seleccionaron las colonias de color grisáceo, no 
hemolíticas de aspecto mucoso, sospechosas de ser P. multocida (Koneman, 1992; Carter, 1989). 
Para su identificación se realizaron las siguientes pruebas: tinción gram (negativa), oxidasa 
(positivo), catalasa (positivo), indol (positivo), confirmándose por API 20NE de Biomerux 
siguiendo las instrucciones del fabricante, finalizándose con la conservación de los aislados en 
crioperlas.  
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3.5.EXTRACCIÓN DE ADN  
 
Los aislados identificados por pruebas bioquímicas de ser P. multocida fueron cultivadas 
en 1 ml de caldo infusión cerebro-corazón (Brain Heart Infusion Broth, MERCK) a 37°C por 24 
horas en condiciones aeróbicas. Posteriormente se realizó la extracción de ADN con el Kit 
Purification Wizard Genomic DNA Kit (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
3.6.IDENTIFICACIÓN POR PCR  
 
El ensayo de PCR fue realizado empleando los cebadores específicos que amplifican una 
secuencia interna de 460pb del gen kmt1, siguiendo las condiciones descritas previamente por 
Townsend et al. (1998), considerando algunas modificaciones. Dicho gen es una esterasa/lipasa 
predicha que está presente solo en P. multocida. La mezcla de reacción consistió en 1U de Taq 
DNA polimerasa, 1.5mM de cloruro de magnesio, 10 µM de cada cebador (Cuadro 1), 25-50 ng 
de ADN y 1 µM de cada nucelótido (Applied Biosystems). Las condiciones para la amplificación 
de los cebadores fueron 95°C durante 5 minutos como desnaturacion inicial seguido de 35 ciclos 
de 95°C durante 30 s, 58°C durante 40 s y 72°C durante 1 minuto, y finalmente una extensión 
final de 72° C por 5 minutos. 
 
Cuadro 1. Secuencia de cebadores empleados para la identificación de P. multocida 
Gen Secuencia Tamaño pb 
kmt1 (F) GCT GTA AAC GAA CTC GCC C 
(R) ATC CGC TAT TTA CCC AGT GG 
460 pb 
Fuente: Townsend et al (1998) 
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3.7. TIPIFICACIÓN CAPSULAR  
 
La tipificación capsular de los aislados fueron realizados con los cebadores diseñados por 
Townsend et al. (2001) descritos en el Cuadro 2, con las siguientes condiciones: para la mezcla 
de PCR, 1X Master Mix, 3.2 µM de cada cebador, y 25-50 ng de muestra de ADN. Las 
condiciones para la amplificación de los cebadores fueron 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 
95°C durante 1 minuto, 58°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto, seguidos de una 
extensión final de 72° C por 5 minutos.  
 
Cuadro 2. Secuencia de los cebadores empleados para la tipificación capsular 
Tipo Capsular Gen Secuencia Tamaño pb 
A hyaD-hyaC (F) TGCCAAAATCGCAGTCAG (R) TTGCCATCATTGTCAGTG 1044 pb 
B bcbD (F) CATTTATCCAAGCTCCACC (R) GCCCGAGAGTTTCAATCC 760 pb 
D dcbF (F) TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC (R) CATCTACCCACTCAACCATATCAG 657 pb 
E ecbJ (F) TCCGCAGAAAATTATTGACTC (R) GCTTGCTGCTTGATTTTGTC 511 pb 
F fcbD (F) AATCGGAGAACGCAGAAATCAG (R) TTCCGCCGTCAATTACTCTG 851 pb 
Fuente: Townsend et al. (2001) 
 
3.8.TIPIFICACIÓN DEL LPS  
 
En el caso de la tipificación del LPS se emplearon los cebadores diseñados por Harper et 
al. (2015), descritos en el cuadro 3. Para esta prueba se empleó un volumen final de 30 µl, 1x 
Master Mix (Quiagen), cebadores a 2.6 mM, 2 µl de ADN bacteriano. Las condiciones de la PCR 
multiple fueron las siguientes: desnaturalización inicial 95 ºC por 5 min, 30 ciclos de 95 ºC por 1 
min, 52 ºC por 1 min y 72 ºC por 2.5 min, y una extensión final de 72 ºC por 5 min.  
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Cuadro 3. Secuencia de los cebadores empleados para la tipificación del LPS 
Fuente: Harper et al (2015) 
 
 
3.9.GENES DE VIRULENCIA  
 
Para la detección de los genes de virulencia se emplearon cuatro pares de cebadores 
(Cuadro 4) para la identificación de los siguientes genes: toxA (Toxina A), tbpA (Proteína de 
unión a transferrina A), hgbB (Proteína de unión a hemoglobina) y pfhA (Hemaglutinina 
filamentosa). La PCR múltiple utilizó un volumen final de 20 µl, empleando 1x Master mix 
(Quiagen), 2 µl de ADN y 3.2 mM de cada cebador, siguiendo las siguientes condiciones: 
desnaturalización inicial 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturalización de 94°C por 45 
segundos, hibridación a 54°C por 50 segundos y 72°C por 50 segundos de extensión, finalizando 
con 72°C por 10 minutos.  
 
 
 
Genotipo LPS Serovar Secuencia Tamaños bp 
L1 1, 14 (F) ACATTCCAGATAATACACCCG 
(R) ATTGGAGCACCTAGTAACCC 
1307 pb 
L2 2, 5 (F) CTTAAAGTAACACTCGCTATTGC 
(R) TTTGATTTCCCTTGGGATAGC 
810  pb 
L3 3, 4 (F) TGCAGGCGAGAGTTGATAAACCATC 
(R) CAAAGATTGGTTCCAAATCTGAATGGA 
474 pb 
L4 6, 7 (F) TTTCCATAGATTAGCAATGCCG 
(R) CTTTATTTGGTCTTTATATATACC 
550 pb 
L5 9 (F) AGATTGCATGGCGAAATGGC 
(R) CAATCCTCGTAAGACCCCC 
1175 pb 
L6 10, 11, 12, 15 
 
(F) TCTTTATAATTATACTCTCCCAAGG 
(R) AATGAAGGTTTAAAAGAGATAGCTGGAG 
668 pb 
L7 8, 13 (F) CCTATATTTATATCTCCTCCCC 
(R) CTAATATATAAACCATCCAACGC 
931 pb 
L8 16 (F) GAGAGTTACAAAAATGATCGGC 
(R) TCCTGGTTCATATATAGGTAGG 
255 pb 
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Cuadro 4. Secuencia de cebadores empleados para los genes de virulencia 
Gen Secuencia Tamaño bp 
pfhA (F) AGCTGATCAAGTGGTGAAC (R) TGGTACATTGGTGAATGCTG 275 bp 
hgbB (F) ACCGCGTTGGAATTATGATTG (R) CATTGAGTACGGCTTGACAT 788 bp 
toxA (F) CTTAGATGAGCGACAAGGTT (R) GGAATGCCACACCTCTATA 865 bp 
tbpA (F) TTGGTTGGAAACGGTAAAGC (R) TAACGTGTACGGAAAAGCCC 728 bp 
Fuente: Ewers et al (2006) 
 
Todos los productos de PCR fueron analizados por medio de electroforesis en gel de 
agarosa (2% de agarosa en 0.5X TBE) por 2 horas y teñido con bromuro de etidio para su posterior 
visualización por irradiación UV. 
 
3.10. REP-PCR 
Posteriormente, los aislados fueron sometidos a la técnica rep-PCR con los cebadores 
descritos por Versalovic et al. (1991, 1998, descritos en el cuadro 5. El protocolo para realizar el 
BOX-PCR y ERIC-PCR consistió en un volumen final de 20 µl con 1 µM de dNTPs, 3 mM de 
cloruro de magnesio, 2 µM de cada cebador y 1.5U de Taq polimerasa con 2 µl (50-100 ng) de 
muestra de ADN. Las condiciones de la PCR fueron 95°C por 5 minutos para una 
desnaturalización incial, seguido por 30 ciclos de 94°C por 3 segundos, 92°C por 30 segundos, 
50°C por 1 minuto y 65°C por 8 minutos, con una extensión final de 65°C de 8 minutos.  
 
Cuadro 5. Secuencia de cebadores empleados para el rep-PCR 
Nombre Secuencia 
BOX A1R CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G 
ERIC1R 
ERIC2 
ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C 
AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 
Fuente: Versalovic et al (1991, 1994) 
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Todos los productos de PCR fueron analizados por medio de electroforesis en gel de 
agarosa (2% de agarosa en 0.5X TBE) por 3 horas y teñido con bromuro de etidio para su posterior 
visualización por irradiación UV. 
 
3.11.  ANÁLISIS DE LOS PERFILES ELECTROFORÉTICOS Y 
ELABORACION DE DENDOGRAMAS  
 
El programa NTSYSpc 2.1m es empleado para realizar análisis de relaciones dentro o 
entre grupos de individuos (poblaciones o muestras de población), aplicándose un análisis de 
conglomerados. El algoritmo UPGMA (Promedios aritméticos no ponderados entre grupos por 
pares) de Sneath y Sokal (1993) es el método más común, donde los índices de similitud dentro 
o entre las muestras de población se comparan entre si utilizando las distancias euclidianas entre 
los genotipos pareados. Los grupos del método UPGMA relacionan los individuos y calcula las 
distancias genéticas relativas dentro y entre los grupos. Estas distancias se utilizan para crear un 
denominado diagrama de clúster, o dendograma, que ilustra las relaciones genéticas calculadas a 
partir de los datos de huellas digitales de ADN.  
 
Para evaluar la diversidad de los aislados, se realizó el análisis de agrupamiento (clusters) 
para generar dos dendogramas usando el programa bioinformático NTSYSpc 2.10m, empleando 
para ello el método UPGMA basado en el coeficiente de similaridad de Dice. La matriz de 
distancias se construyó a partir de datos binarios (presencia/ausencia de bandas) obtenidos del 
análisis de los BOX-PCR y ERIC-PCR.  
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IV. RESULTADOS 
 
 
4.1. ANTECEDENTES DE LOS AISLADOS Pasteurella multocida  
Los 24 aislados de Pasteurella multocida provinieron de animales con lesiones 
macroscópicas compatibles con neumonía, detectándose positivos en dos puntas (Huacaya y 
Suri). Las lesiones comúnmente identificadas a nivel de todo el grupo fue congestión y 
bronconeumonía, siendo en los animales positivos, 54.2% (n=13) bronconeumonía y 45.8% 
(n=11) congestión pulmonar. En este estudio no se realizo el análisis histopatológico de las 
muestras.  
                        Figura 1. Pulmones con Moderada bronconeumonía lobular  
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4.2. IDENTIFICACIÓN POR PCR 
Los 24 aislados reactivadas fueron identificadas como Pasteurella multocida por pruebas 
bioquímicas. Realizada la extracción del material genético de las muestras, se observó la calidad 
de ADN de los aislados que se muestra como una banda de alto peso molecular, observado en un 
gel de agarosa al 1% (Figura 2).  
 
 
Figura 2. Calidad de ADN de aislados de P. multocida. Carril 1-15: ADN extraído de aislados 
P. multocida de alpacas. M: Fago Lambda λ 
 
Al análisis molecular mediante la técnica de PCR para identificar a P. multocida, todas 
las muestras amplificaron una sola banda de 460 pb indicando la amplificación del gen kmt1, 
confirmando la identificación bioquímica (Figura 3).   
 
 
 
Figura 3. Detección molecular de P. multocida mediante la amplificación del gen kmt1. 
Carril 1: control positivo de P. multocida, Carril 2-9: Aislados de P. multocida de alpaca,  
M: Marcador de peso molecular 100 bp. 
 
 
  1        2        3        4        5        6        7         8        9       10       11      12      13      14      15      M 
  M         1          2          3          4          5         6           7           8         9     
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4.3. TIPIFICACIÓN CAPSULAR  
Para la tipificación capsular, primero se evaluaron dos cepas control de P. multocida 
aisladas de ovino, amplificándose el tipo capsular A correspondiente al gen hyaD-hyaC de 1044 
pb y el tipo capsular D por el gen dcbF de 657pb. Luego de la evaluación del protocolo de PCR 
con las cepas control, se procedió a evaluar las cepas de P. multocida aisladas de alpaca, 
amplificándose en todas el gen hyaD-hyaC (1044 pb) indicando que las 24 cepas son del tipo 
capsular A (Figura 4). 
 
 
 
 
Figura 4. Análisis por PCR para la tipificación capsular de P. multocida. M: Marcador de 
100 pb, Carril 1: Cepa de ovino Tipo A (1044 pb), Carril 2: Cepa control tipo D (657 pb), 
Carril 3-8: Aislados de P. multocida de alpacas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     M           1           2           3            4           5             6           7            8 
1044 pb, Tipo A 
657 pb, Tipo D 
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4.4. TIPIFICACIÓN DEL LPS 
Al realizar el análisis de tipificación del LPS en base al esquema desarrollado por Harper 
et al. (2015), las cepas control de ovino amplificaron el genotipo LPS 3 (474 pb) y LPS 6 (668 
pb) siendo su tipo capsular D y A respectivamente. Los aislados de alpaca amplificaron 
únicamente el genotipo LPS 6 correspondiente a los serovares 10, 11, 12 y 15. El genotipo LPS 
3 corresponde a  los serovares 3 y 4 (Figura 5).  
 
 
 
Figura 5. Tipificación del  LPS por PCR múltiple. Carril 1-14: Cepas positivas al genotipo 
LPS 6. Carril 15: Cepa control de genotipo LPS 3 (474 pb). Carril 16: Cepa control de genotipo 
LPS 6. Carril 17: Marcador de peso molecular 100 pb 
 
 
 
 
4.5. GENES DE VIRULENCIA  
 
Posteriormente las cepas de P. multocida control y aislados de alpaca fueron analizadas 
para observar la presencia de factores de virulencia. La cepa control tipo D, LPS 3 amplificó el 
gen pfhA (275 pb)  y la cepa control tipo A, LPS 6 el gen hgbB (778 pb). Los aislados de alpaca 
amplificaron los siguientes genes: toxA (100%) y gen tbpA (100%), no detectándose el gen pfhA 
ni hgbB (Figura 6). 
 
 
 
  
 
668 pb (LPS 6) 
474 pb (LPS 3) 
1      2     3      4     5     6     7     8      9    10   11   12  13  14   15   16    M 
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Figura 6. Cepas positivas a los genes toxA y tbpA. M: Marcador de peso molecular 100 pb. 
Carril 1-13: Cepa positivas a los genes toxA (865pb) y tbpA (728pb). Carril 14: Cepa positiva al 
gen hgbB (788 pb). 
 
 
 
Al análisis de las cepas de P. multocida tanto los controles y los aislados de alpacas, se 
obtuvo la siguiente tabla correspondiente a sus resultados por la técnica de PCR múltiple (Cuadro 
6) 
 
Cuadro 6: Características moleculares de las cepas control y cepas de Alpaca 
Muestra Especie Tipo Capsular Genotipo LPS Serovar Gen de virulencia 
Cepa control Ovino A LPS 6 10,11,12,15 hgbB 
Cepa control Ovino D LPS 3 3,4 pfhA 
Aislados Alpaca A LPS 6 10,11,12,15 toxA, tbpA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
toxA 865 pb 
tbpA 728 pb 788 pb hgbB 
M       1       2      3      4      5       6      7      8      9      10    11    12    13    14 
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4.6.  REP-PCR 
Dada las características de las cepas control (A y D de ovino) y los aislados de alpaca 
mencionadas anteriormente, se procedió a realizar la técnica de rep-PCR para saber si hay 
diferencias entre ellas. Para la estandarización del protocolo se analizaron las dos cepas control y 
dos cepas de alpaca con la técnica BOX-PCR y ERIC-PCR, observándose entre ellas diferencias 
de número de bandas, resultando cada cepa con un patrón distinto de bandas (Figura 8).  
 
 
                         
Figura 7. Análisis por las técnicas BOX-PCR (carril 1-5) y ERIC-PCR (carril 6-10). M1: 
Marcador de 100 pb. Carril 1-2: Cepas de alpaca. Carril 3-4: cepas control A y D. Carril 6-7: 
Cepas de alpaca, Carril 8-9: cepas control A y D. M2: Marcador de 1 kb.  
Carril 5 y 10: Control negativo 
  
 
 
 
 
 
Carril Cepa Muestra 
1,6 V23 Alpaca 
2,7 V24 Alpaca 
3,8 V25 Ovino 
4,9 V26 Ovino 
 M1   1    2   3    4     5     6    7    8     9   10  M2 
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Al análisis por BOX-PCR, las 22 cepas de alpaca restantes amplificaron las mismas 
cantidades y tamaños de bandas, a diferencia de las dos cepas analizadas anteriormente, 
resultando en un patrón de bandas distintas (Figura 9).  
 
 
 
 
Figura 8. Análisis de la técnica BOX-PCR. Carril 1: Marcador de 1kb. Carril 2-16: cepas de 
alpaca. Carril 17: Marcador de 100 pb. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M1    1    2      3      4     5      6      7      8     9    10   11   12   13    14   15   M2 
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A la vez se realizó el análisis con ERIC-PCR, detectándose diferencia de tamaños y 
presencia de bandas entre los aislados de alpaca, obteniéndose un patrón para los 22 aislados de 
alpacas, como el resultado por BOX-PCR (Figura 10). 
 
 
 
 
 
Figura 9. Análisis de la técnica ERIC-PCR. M1: Marcador de 1 kb. Carril 1-16: cepas de 
alpaca. Carril 17 y 18: cepas control ovino A y D. M2: marcador de 100 pb. 
 
 
 
 
 
 
 
M1   1   2    3    4      5    6     7    8    9   10   11  12  13  14   15   16  17  18  M2 
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Se realizó también el análisis de BOX-PCR y ERIC-PCR de dos cepas de E. coli aisladas 
de alpacas sin diarrea, del genotipo EPEC (E. coli enteropatógena) para observar la diferencia con 
las cepas de P. multocida de alpacas y ovinos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Análisis de cepas E. coli (EPEC) de alpaca con BOX-PCR (izquierda) y ERIC-
PCR (derecha). Carril 1 y 2: Cepas E. coli. M1: Marcador de 1 kb, M2: Marcador de 100 pb 
 
 
4.7. ANÁLISIS DE LOS PERFILES ELECTROFORÉTICOS Y ELABORACIÓN DE 
DENDOGRAMAS 
Posteriormente a los análisis BOX-PCR y ERIC-PCR, se desarrollaron dos dendogramas 
basados en la ausencia y presencia de bandas para determinar si hay diversidad entre ellas, 
incluyendo en el análisis, los resultados obtenidos de las cepas de E. coli mencionados 
anteriormente. 
 
Carril Cepa Muestra 
1 V27 E. coli 
2 V28 E. coli 
BOX-PCR ERIC-PCR 
  1         2     M1    1        2     M2 
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En el dendograma obtenido por BOX-PCR, los aislados de P. multocida formaron un 
único cluster muy alejado de las cepas de E. coli (V27, V28). Los 24 aislados de alpacas se 
agruparon en un cluster, en el cual se observaron dos grupos, el primero conformado por 22 
aislados, mientras que los dos aislados restantes (V23, V24) se agruparon en otro grupo. Además 
las cepas control de ovino (V25, V26) se agruparon en otro cluster diferenciándose de los aislados 
de alpaca (Figura 11).  
 
Figura 11. Dendograma del análisis BOX-PCR 
 
 
Aislados 
de Alpaca 
Cepas de Ovino 
Cepas de E. coli 
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En el dendograma obtenido por el análisis ERIC-PCR, los aislados de P. multocida 
también se diferenciaron de las cepas de E. coli (V27, V28). Las cepas de ovino formaron un 
único cluster, más cercano a la mayoría de los aislados de alpacas, a diferencia de un único aislado 
de alpaca (V23), que se separa del cluster de alpaca y ovino (Figura 12).  
 
 
 
Figura 12. Dendograma del análisis ERIC-PCR 
 
 
 
 
Aislados de 
Alpaca 
Cepas de E. coli 
Cepas de Ovino 
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V. DISCUSIÓN 
 
 
Los camélidos sudamericanos son el principal recurso económico para las comunidades 
andinas, siendo la fibra, el producto comercial más apreciado en esta especie. Sin embargo debido 
a la zona geográfica donde habita con condiciones climática extremas, es blanco de enfermedades 
generando altos porcentajes de mortalidad, afectando la producción. Entre las principales 
enfermedades esta la neumonía, como segunda causa principal de mortalidad, sobretodo en crías 
llegando a porcentajes de 27.5% en crias y 26.3% en tuis en los años 1973-1979 (Ramírez, 1989). 
 
Investigaciones iniciales reportan el aislamiento de Pasteurella multocida como el agente 
causante de neumonía en alpacas (Cirilo, 2008; Rosadio et al, 2011), sin embargo no se conocen 
características propias de este agente patógeno. Por ello el objetivo de este estudio fue caracterizar 
molecularmente aislados de Pasteurella multocida de crías de alpacas con signos de neumonía, a 
través de técnicas moleculares para un mayor conocimiento de este patógeno de gran interés en 
nuestro país y buscar alternativas para su prevención. 
 
Veinte y cuatro aislados sospechosos de Pasteurella multocida de alpacas con signos de 
neumonía, procedentes del Centro experimental La RAYA de la Universidad del Altiplano 
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(UNA) del departamento de Puno, del año 2014 fueron conservadas en glicerol al 20% y en 
crioperlas para luego reactivarlas y analizarlas. Además, dos cepas control de P. multocida de 
ovino fueron empleadas para la estandarización de las pruebas moleculares. Los 24 aisaldos de 
alpaca, fueron positivas a P. multocida por pruebas bioquímicas, confirmándose su 
mantenimiento en los ceparios.  
 
El tiempo que toma para la identificación de P. multocida por pruebas bioquímicas tiende 
a ser prolongado, por lo que diversos estudios emplean la identificación molecular por medio del 
ensayo de PCR, técnica altamente sensible y rápida (Townsend et al, 1998). Por ello los 24 
aislados fueron analizados también mediante la técnica de PCR, el cual mediante la amplificación 
de un fragmento del gen kmt1 (460 pares de bases) (Figura 3), confirma la identificación 
bioquímica de todos los aislados. 
 
Posteriormente a la identificación por PCR, los aislados fueron evaluados para determinar 
el tipo capsular mediante la técnica desarrollada por Townsend et al (2001). Las 24 cepas 
analizadas pertenecieron al serogrupo A (100%) (Figura 4), no detectándose la presencia de los 
demás serogrupos de P. multocida (B, D, E, F), resultados similares a lo reportado por Jamali et 
al (2014) quien identifica 89.4% de presencia del serogrupo A a partir de 141 aislados de P. 
multocida de bovino con infección respiratoria. Además diversos estudios realizados en bovino 
con signos clínicos (Katsuda et al., 2013) y  en ovino, caprinos sin datos del estado de los animales 
(Sarangi et al., 2015); como en otras especies también identifican este serogrupo 
predominantemente (Ewers et al., 2006).  Así mismo, en otro estudio indican que el serogrupo 
más comprometido en enfermedades respiratorias del bovino es el tipo A (Frank, 1989) y 
altamente adaptado al hospedero bovino (Ewers et al., 2006).  
 
La tipificación del LPS en P. multocida se divide en 16 serovares por la técnica de 
precipitación en agar gel (Heddleston et al., 1972), sin embargo es un método complejo. 
Además en diversos estudios se ha reportado que ese sistema no siempre se obtiene resultados 
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reproducibles (Singh et al., 2013; Wilson et al., 1993). Por ello, otro sistema de tipificación fue 
desarrollada por Harper et al (2015) quien en su estudio indica que los 16 serovares de P. 
multocida se pueden clasificar de acuerdo a la estructura interna del LPS, agrupando los serovares 
en 8 genotipos de LPS. Los aislados de alpacas, fueron analizadas por medio del PCR múltiple, 
amplificando una banda de 668 pb correspondiente al genotipo LPS L6, que agrupa los serovares 
10, 11, 12 y 15. Las cepas control A y D, amplificaron para el genotipo LPS L6 y LPS L3 (474 
pb), respectivamente, siendo este ultimo genotipo que agrupoa los serovares 3 y 4 (Figura 5). 
 
En la mayoría de estudios no indican el tipo de LPS de las cepas P. multocida en 
rumiantes, sin embargo en algunos casos llegan a la tipificación completa de la cepa indicando 
cepas del serovar 10 (cepa PM1128) en bovino (Harper et al., 2015) y 12 en caprinos y ovinos 
(tipo capsular F). Otro estudio en cepas de bovino tipificada como tipo D:12 (P4881) (Ewers et 
al., 2006), pero a través de la técnica de PCR múltiple para cápsula, dió como resultado el tipo A, 
esto debido a la carencia de expresión o sensibilidad de la tipificación serológica. Las cepas 
control y cepas de alpacas no fueron sometidas al análisis por el sistema Heddleston, 
universalmente utilizado para la tipificación, sin embargo los serovares proporcionado por el 
análisis por PCR múltiple concuerda con otros estudios.  
 
En humanos y en otras especies, como en aves y conejos han sido detectados los serovares 
12, 13. Posiblemente esto se deba a una infección cruzada de P. multocida entre especies, dado 
que en las alturas de la sierra de nuestro país, hay vizcachas semejante al conejo, siendo su hábitat 
en el sur del Perú y quizás debido a la presencia de esos animales más la crianza mixta con ovinos, 
bovinos, la bacteria P. multocida permanezca en el ambiente siguiendo su ciclo de infección.  
 
La patogenicidad del LPS aún es poco conocida, por lo que es objetivo de muchos 
estudios actualmente, además en ensayos experimentales donde inoculan únicamente el LPS en 
bovinos fue posible observar signos clínicos (Boyce et al., 2009),  sin embargo no siempre se 
produce como en el caso de aves (Mendes et al., 1994). 
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El análisis de la presencia de 4 genes codificantes de factores de virulencia, con funciones 
distintas de importancia para la sobrevivencia del patógeno,  toxA, tbpA, pfhA y hgbB, dió como 
resultado que, los genes toxA (100%) y tbpA (100%) fueron detectados en todas las cepas (Figura 
6), no detectándose la pfhA y hgbB. Diversos estudios reportan la presencia del gen toxA está 
relacionada al serogrupo D, además de ser la causante de la rinitis atrófica en cerdos (Bethe et al., 
2009) sin embargo también se ha detectado en cepas del tipo capsular A en rumiantes (Ewers et 
al, 2006; Shayegh et al., 2008, 2010; Jaglic et al., 2005), como bovinos (Khamesipour et al., 
2014), ovinos (Shayegh et al., 2008) y chivos (Sarangi et al., 2015) en porcentajes menores (12-
50%) a lo reportado en cerdos y en nuestro estudio.  
 
El gen tbpA también fue identificado en todos los aislados, y en otros estudios reportan 
su presencia tanto en animales sanos (51.4%) como enfermos (90.8%) (Katsuda et al., 2013). Este 
gen tbpA fue identificado por primera vez a partir de una cepa P. multocida tipo B, de un caso de 
septicemia hemorrágica en búfalos y ganado doméstico, indicando que la presencia de este gen 
podría estar relacionado con la virulencia (Veken et al., 1994), y sobre todo en cepas tipo B (Ewers 
et al., 2006), y que cepas tbpA negativas, estarian relacionadas a otras enfermedades o ser 
comensales (Ogunnariwo y Schryvers, 2001). 
 
El gen pfhA no fue identificado en este estudio, y en ovinos su presencia podría estar 
relacionada con la patogenicidad del microorganismo. Así, en un estudio realizado en ovinos con 
neumonía (Shayegh et al., 2008) a partir de 7 cepas de P. multocida no detectaron a este gen. Sin 
embargo en otros estudios si se ha reportado la presencia de este gen hasta un 95.5%  en P. 
multocida aisladas de ovinos con neumonías (Sarangi et al., 2015), bovinos (Katsuda et al., 2013), 
chivos (Sarangi et al., 2015) y búfalos (Ewers et al., 2006), asi como el gen hgbB que también es 
detectado en las especies mencionadas anteriormente.  
 
Otros reportes mencionan la relación significativa de los genes pfhA y tbpA con el tipo 
capsular A, además los genes pfhA, tbpA y hgbB fueron considerados significativamente más 
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prevalentes en animales con signos clínicos, pudiendo ser marcadores del potencial patogénico 
de cepas P. multocida (Katsuda et al., 2013, Ewers et al., 2006), sin embargo en nuestro estudio 
no se detecta el gen pfhA ni hgbB, pero si el gen tbpA pudiendo ser un gen específico de P. 
multocida aisladas de alpacas, y podría estar relacionado a la presencia de lesiones a nivel 
pulmonar (congestión pulmonar y bronconeumonía) Además en otros estudios en bovinos, 
identificaron el gen pfhA en el 100% de cepas analizadas, y determinaron que no hubo asociación 
en cuanto al serogrupo o estatus de la enfermedad (Verma et al., 2013). Los resultados obtenidos 
y los estudios realizados en otras especies podrían indicar que P. multocida aislada de alpacas 
llevaría consigo factores de virulencia específicos para estos hospedadores y podrían ayudar 
mucho en establecer los mecanismos de infección y estrategias de prevención.  
 
En otro estudio, Hurtado (2015) caracterizó el genoma de una cepa de P. multocida de 
alpaca denominándola “UNMSM”, identificando distintos genes de virulencia, como la toxA, 
tbpA, hgbB, que a través de la técnica de PCR múltiple en este estudio fue posible también 
detectarlos (toxA, tbpA), sin embargo la no detección del gen hgbB sugiere la elaboración de 
secuencias de cebadores específicos para los genes de virulencia de alpacas para asi poder analizar 
mas aislados de P. multocida en esta especie.  
 
Diversos estudios han elaborado protocolos para identificar diversidad entre cepas, en 
base a secuencias repetitivas extragénicas en el genoma bacteriano, que hace capaz de detectar 
diferencias entre cepas, de utilidad epidemiologia. Por ello se elaboraron cebadores para la 
identificación de estas secuencias, entre ellas tenemos BOX y ERIC. Los aislados de alpaca 
fueron analizados con la técnica rep-PCR, con dos secuencias: BOX y ERIC desarrollados por 
Versalovic et al (1991, 1994). Las muestras analizadas con BOX-PCR, y ERIC-PCR gran parte 
de las cepas de alpacas presentaron los mismos tamaños y patrones de bandas, diferenciándose de 
las cepas control de ovino. Posteriormente se analizaron cepas de E. coli (EPEC) para la 
elaboración de los dendogramas mediante el programa NTSYSpc 2.10 m. 
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Realizados los dendogramas mediante los análisis por BOX-PCR y ERIC-PCR, los 
aislados de P. multocida se agruparon en un unico cluster diferenciándose claramente de las cepas 
de E. coli (EPEC) de alpaca verificando el poder discriminatorio de la prueba. Los dos 
dendogramas mostraron las cepas de ovino agrupándose en un cluster, diferenciándose de las 
alpacas, sin embargo, hay diferencia entre los resultados obtenidos por las técnicas rep-PCR. Por 
la técnica ERIC-PCR (figura 12) hubo un aislado de alpaca (V23) que se alejó de la mayoría de 
los aislados de la misma especie y las de ovino, además que no formó otro grupo de dos aislados 
como lo realizado por el BOX-PCR (figura 11), en la que incluía al mismo aislado V23 y V24.  
 
Los resultados obtenidos en los dendogramas, evidenció una reducida diversidad genética 
entre los aislados de P. multocida de alpaca, por lo que se sugiere como posible causa de la 
infección, una cepa de P. multocida procedente de una única fuente infecciosa,  y se diseminó 
clonalmente entre los animales susceptibles. En un estudio realizado en Vietnam, Townsend et al 
(2000) reportaron que algunas de las cepas de P. multocida aisladas de cerdos mostraron perfiles 
muy parecidos en cepas aisladas de un brote en Australia y de aves de corral de Vietnam, 
indicando la gran utilidad de esta prueba a nivel epidemiológico. A pesar que las cepas P. 
multocida de ovino se agruparon, diferenciándose de los aislados de alpacas, posiblemente ante 
la comparación con cepas aisladas de rumiantes de nuestro país, la semaejanza sea mayor, hasta 
incluso la formación de un único cluster, ya que en el estudio realizado por Allasi (2014), concluye 
que la cepa P. multocida UNMSM de alpaca tiene características genómicas muy semejantes a 
una cepa de bovino.  
 
Además, en un estudio a partir de bovinos de una granja que murieron por neumonía, los 
aislados de P. multocida mostraron una significante diversidad entre cepas quizás debido a la 
introducción de animales, variación genética, vacunación, etc; sin embargo esta diversidad fue 
difícil de interpretar porque todos las cepas fueron aisladas de un mismo brote (Taylor et al., 
2010). En el caso del CIP-La Raya, poseen una punta de machos de suris y huacayas, que luego 
son llevados a las distintas puntas para la reproducción de animales, quizás este contacto podría 
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ser un factor para la baja diversidad detectada en los aislados de alpacas, ya que los aislados V23 
y V24 provinieron de alpacas huacayas de una misma punta.  
 
Por lo tanto, a través de los diversos análisis moleculares y genéticos empleados, fue 
posible realizar la caracterización molecular de las cepas de P. multocida aisladas de alpacas con 
signos de neumonía. Se ha logrado identificar al patógeno, determinar el serogrupo y serovar, 
conocer los principales factores de virulencia propios de patógenos de alpacas y establecer que 
una cepa de P. multocida se diseminó clonalmente entre los animales afectados por neumonía. 
Esta información contribuirá a la obtención de mayor información y conocimiento de este 
patógeno que permitirán desarrollar estrategias de control y prevención contra uno de los 
patógenos causantes de altos porcentajes de mortalidad en alpacas.  
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VI. CONCLUSIONES 
 
 Todos los aislados de P. multocida fueron confirmados por la detección del gen kmt  
 Todos los aislados pertenecieron al serogrupo A y al genotipo LPS 6 (serovares: 10,11 
12 y 15). 
 Los genes de virulencia toxA y tbpA estuvieron presentes en las cepas de P. multocida de 
alpacas con signos neumónicos.  
 Se detecto una baja diversidad entre los aislados de alpaca (homogeneidad genética), 
evidenciándose como posible causa de la infección, una cepa de P. multocida que se 
diseminó clonalmente entre los animales afectados por neumonía   
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Anexo 1. Cuadro de análisis de cepas Pasteurella multocida de alpacas y cepas control de ovino 
 
Nº Especie Cepa Tipo Capsular Genotipo LPS Gen de virulencia 
C1 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
C2 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
C3 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
C4 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V5 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V6 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V7 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V8 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V9 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V10 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V11 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V12 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V13 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V14 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V15 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V16 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V17 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V18 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V19 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V20 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V21 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V22 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V23 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V24 Alpaca P. multocida A 6 toxA, tbpA 
V25 Ovino P. multocida A 6 HgbB 
V26 Ovino P. multocida D 3 PfhA 
